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Verwendung von Chemokinen und diese enthaltende 
Pharmazeutlsche Zubereitungen 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Chemokinen und/oder ein Chemokin 
kodierenden Nucleinsauren zur Rekrutierung mesenchymaler Vorlfiufer- und/oder Stammzel- 
len in vivo und in vitro. Die vorliegende Erfindung betrifft auflerdem diese Substanzen ent- 
haltende pharmazeutische Zubereitungen, die vorzugsweise zur Rekrutierung von mesenchy- 
malen Voriaufer- und/oder Stammzellen zum Gewebsaufbau bestimmt sind. 

Gebiet der Erfindung 

Die Osteoarthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung weltweit. Im Verlauf dieser primSr de- 
generativen Gelenkerkrankung kommt es zu einer schrittweisen lokalen ZerstSrung der Ge- 
lenkoberflache,' der Degeneration des artikulSren Knorpels. Die Folge sind Schmerzen und 
eine eingeschrankte Funktion und Beweglichkeit. Die Faktoren, welche die Entstehung einer 
Osteoarthrose beeinflussen, sind unter anderem das Alter, das Geschlecht, das Gewicht, Oste- 
oporose, mechanische tJberbeanspruchung, Fehlstellungen und Traumen. 

Konventionelle orthopadische Therapieverfahren, wie debridement", „Gelenkshaving", 
i ,Microfracture" und „Drilling", sind oflmals nur unzureichend wirksam. Als letzte Konse- 
quenfc bleibt haiifig nur ein rekonstruktiver Eingriff mit endoprothetischem Gelenkersatz. Al- 
ternative Verfahren zur Wiederherstellung von Gelenkknorpel oder auch von Knochen nutzen 
die Techniken des Tissue Engineering, der kttnstlichen Gewebeztichtung. Hierzu werden dem 
Patienten autologe Knorpelzellen oder mesenchymale Vorl&ufer- oder Stammzellen entnom- 
men und in aufwendigen Zellkulturverfahren vermehrt. In einer zweiten Operation werden 
diese Zellen in den mit einem Periostlappen abgedeckten Defektbereich injiziert (ACT, Au- 
tologe Chondrozyten Transplantation) oder nach Verpackung in die Knorpel- (Chondrogene- 
se) oder auch Knochenreifimg (Osteogenese) fordernde dreidimensionale Biomaterialien in 
den Defekt eingebracht [siehe auch US-A- 5,891,455]. 
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Neuere Methoden hingegen zielen auf die Regeneration von Defekten direkt im Gewebe, die 
in situ Regeneration, ab. Hierzu werden Biomaterialien in den Defekt eingebracht, welche mit 
biologisch aktiven Faktoren, wie Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, Adhasionsmole- 
ktllen, extrazellulSren Matrixmolekttlen und chemotaktischen Faktoren, versehen sind, urn 
mesenchymal Zellen an den Defektort zu dirigieren und dort zur Regeneration des defekten 
Gewebes anzuregen. 

Als chemotaktische Faktoren werden Proteine bezeichnet, die die Eigenschaft besitzen, hu- 
mane Zellen bei der Migration zu untersttttzen oder diese zur Migration anzuregen. Hierbei 
handelt es sich beispielsweise urn extrazellulSre Matrixmolektlle und sezernierte Proteine, die 
im Gewebe diffundieren. Chemotaktische Faktoren umfassen eine Reihe von Proteinen wie 
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (beispielsweise aus der Transforming Growth 
Factor (TGF) Familie, der Bone Morphogenetic Protein (BMP) Familie, die Cartilage Derived 
Morphogenetic Proteins (CDMP), aus der Fibroblast Growth Factor (FGF) Familie, den Con- 
nective Tissue Growth Factor (CTGF), aus der Platelet Derived Growth Factor (PDGF) Fa- 
milie, aus der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Familie, oder der Epidermal 
Growth Factor (EGF) Familie), extrazellul&re Matrixmolektlle (beispielsweise Osteopontin, 
Fibronectin, Hyaluronsaure, Heparin, Thrombospondin, Collagene, Vitronectin) und Chemo- 
kine (CCL, CXCL, CX 3 CL und XCL). 

Die Verwendung von extrazelluiafen Matrixmolekttlen (Osteopontin) und sezernierten 
Wachstums- imd Differenzierungsfaktoren (cartilage derived morphogenetic protein) als 
chemotaktische Faktoren, die mesenchymal Zellen nicht nur zur Einwanderung in den De- 
. fekt, sondem gleichzeitig auch zum gewebespezifischen Reifen induzieren, ist in der DE 199 
57 388A beschrieben. Matrixmolekiile difiundieren im Gewebe nicht, daher sind sie als de- 
motaktische Faktoren nur bedingt geeignet. Einige der sezernierten Proteine haften an Mat- 
rixproteinen, was wiederum ihre Bewegungsfreiheit einschrankt. Sie haben jedoch auch einen 
differenzierenden EfiFekt. Erfolgt die Differenzierung zu firtih, wird das Gewebe nicht am ge- 
wiinschten Ort gebildet. Weiterhin ist keine Entkopplung von Rekrutierung und Differenzie- 
rung mOglich. Die Wahl des chemotaktischen Faktors bestimmt auch den Differenzierungs- 
vorgang. 
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Die bislang angewandten Verfahren erfordern daher zunachst die Gewinnung von autologen, 
Gewebe bildenden Zellen, die dem Patienten an dem Ort, an dem neues Gewebe (meist Knor- 
pel oder Knochen) wieder aufgebaut werden soil, implantiert werden mttssen. Die Gewinnung 
autologer Zellen ist jedoch zeitaufwSndig und fllr den Patienten mindestens mit einer vorge- 
schalteten Biopsie, wenn nicht einer Operation zur Gewinnung des Zellmaterials verbunden. 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einer ersten Ausftihrungsform die Verwendung eines 
Chemokins und/oder einer ein Chemokin kodierenden NucleinsSure zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zubereitung. Vorzugsweise ist die pharmazeutische Zubereitung zur Rek- 
rutierung mesenchymaler* vorzugsweise ortstfindiger mesenchymaler Voriauferzellen vor- 
zugsweise aus dem Knochenmark zum Gewebsaufbau bestimmt. 

In einer zweiten alternativen Ausftthrungsform betrifft die Erfindung die Verwendung eines 
Chemokins und/oder einer ein Chemokin kodierenden NucleinsSure zur Rekrutierung mesen- 
chymaler, vorzugsweise ortsstfindiger mesenchymaler Voriauferzellen aus dem Knochenmark 
in vitro. 

Vorzugsweise ist das Chemokin ausgewShlt aus der Gruppe, bestehend aus CCL19, CCL21, 
CCL27, CCL28, CCL20, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL16, CXCL13, CXCL5, CXCL6, 
CXCL8, CXCL12, CCL2, CCL8, CCL13, CCL25, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL14, 
CCL15, CCL16, CCL23, CX3CLI, XCL1, XCL2, CCL1, CCL17, CCL22, CCL11, CCL24, 
CCL26, CXCL1, CXCL2, CXCL3, und CXCL7, starker bevorzugt aus der Gruppe, bestehend 
aus CCL19, CCL21, CCL27, CCL28, CCL20, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL16, 
CXCL13, und CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL12, CCL2, CCL8, CCL13 und CCL25, am 
meisten bevorzugt aus der Gruppe, bestehend aus CCL19, CCL21, CCL27, CCL28, CCL20, 
CXCL9, CXCL10, und CXCL11. 
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Es kann ein Chemokin oder eine Mischung von Chemokinen verwendet werden. Alternativ 
karin ein Chemokin-Fragment oder ein Chemokin-Derivat verwendet werden, das die FShig- 
keit hat, an einen Chemokinrezeptor zu binden. In jedem Falle kann es sich urn ein nattlrliches 
oder synthetisches Chemokin handelt. 

Die ein Chemokin kodierende Nucleinsaure kann in Form von RNA, DNA, cDNA, oder 
ssDNA vorliegen und kann natttrlichen oder synthetischen Ursprungs sein. 

Vorzugsweise liegt die pharmazeutische Zubereitung in einer zur Injektion geeigneten Form 
vor. Sie kann zusatzlich enthalten: 

einen oder mehrere geeignete HilfsstofFe; 

ein oder mehrere biologisch abbaubaren Polymeren; 

mindestens einen aktiven Wirkstoff, ausgewahlt unter Differenzierungs- und Wachs- 
tumsfaktoren sowie Mischungen davon, wobei die Differenzierungs- und Wachstums- 
faktoren vorzugsweise die Chondrogenese oder die Osteogenese induzieren, 
und Mischungen von 2 oder mehr derselben. 

In einer dritten Ausfiihrungsform betriflft die Erfindung eine pharmazeutische Zubereitung, 
enthaltend ein wie oben definiertes Chemokin. 

In einer vierten AiisfUhrungsform betriffl die Erfindung schlieBlich eine pharmazeutische Zu- 
bereitung, enthaltend eine wie oben definierte Nucleinsaure. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abbildung 1 : Nachweis der Expression der Chemokinrezeptoren in humanen mesenchyma- 
len Stammzellen mittels RT-PCR. 



Abbildung 2: 
CXCL12. 



Nachweis der dosisabhangigen Stammzellwanderung als Reaktion auf 
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Genaue Beschreibung der Erfindung 

ErfindungsgemSB kOnnen Proteine der Familie der Chemokine zur Rekrutierung von mesen- 
chymalen Voriauferzellen, insbesondere mesenchymalen Stammzellen beispielsweise aus 
dem Knochenmark verwendet werden, wobei die Rekrutierung in vivo und in vitro erfolgen 
kann. Therapeutisch kann die Rekrutierung bei der Heilung von Gewebsdefekten, insbesonde- 
re pathogenetisch und/oder trauraatisch und/oder altersbedingten Knorpeldefekten, Knorpelia- 
sionen, Knochendefekten und -brttchen genutzt werden. 

Das oder die Chemokine werden an einem bestimmten Ort zur Verfttgung gestellt. Von hier- 
aus baut sich aufgrund der Diffusion ein Konzentrationsgradient auf. Aufgrund dieses Kon- 
zentrationsgradienten werden die mesenchymalen Zellen an den jeweiligen Ort gelenkt, was 
als Rekrutierung bezeichnet wird. Der entsprechende Reiz an die Zellen wird durch Bindung 
der Chemokine an spezifische Chemokiarezeptoren vermittelt. 

Die vorliegende Erfindung baut auf der Erkenntnis auf, dass humane oder tierische mes- 
enchymalen Vorlaufer- und Stammzellen ttber entsprechende Rezeptoren verftlgen. Die Ex- 
pression bzw. das Vorhandensein dieser Rezeptoren in humanen oder tierischen mesen- 
chymalen Vorlaufer- und Stammzellen ist in der wissenschaftlichen Literatur bisher nicht 
beschrieben imd wird hierin belegt 

Ohne hieran gebunden sein zu wollen, wird davon ausgegangen, dass die mesenchymalen 
Vorlaufer- und Stammzellen eben aufgrund der Expression dieser Rezeptoren auf Chemokine 
reagieren und somit aufgrund des Chemokinsignals wandem konnen. Das Ansprechverhalten 
und die Wanderungsgeschwindigkeit hangen dabei vermutlich von der ExpressionshShe des 
Rezeptors auf der jeweiligen Zelle ab. Die Liganden der am hdchsten exprimierfen Rezepto- 
ren sind somit vermutlich diejenigen Chemokine, auf welche die mesenchymalen Vorl&ufer- 
und Stammzellen am stMrksteh ansprechen. 

Mit abnehmendem Expressionsniveau sinkt die Wahrscheinlichkeit, daB die Zellen auf die 
dem Chemokinrezeptor korrespondierenden Chemokine chemotaktisch reagieren und wan- 
dem. Die Wanderungseigenschaften der Vorlaufer- und Stammzellen und das „Ajnlock"- 
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Potential der Chemokine wird erfindungsgem&B genutzt, urn in situ mesenchymal, vorzugs- 
weise sogar ortsstandige VorlBufer- und Stammzelien zu einem bestimmten Ort, beispielswei- 
se einem Defektort (z.B. einer Knorpeliasion) zu rekrutieren. 

Chemokine sind Proteine (5-20 kDa), die eine wichtige physiologische Rolle bei einer Viel- 
zahl von Prozessen wie der HSmatopoiese von Blutstammzellen und der Chemotaxis von 
Leukozyten spielen. Uhter Chemotaxis wird die durch einen chemischen Reiz ausgelOste po- 
sitive oder negative, in Richtung auf den Reiz hin bzw. von ihm fort erfolgende Bewegungs- 
reaktion beweglicher Organismen oder Zellen, deren Zellmembran durch entsprechende 
"chemotaktische Stoffe" (Chemokine, Chemotaxine) aktiviert wird, verstanden. Diese Akti- 
vierung wird durch einen korrespondierenden Zelloberflfichenrezeptor (Chemokinrezeptor) 
vermittelt, an den das Chemokin bindet. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird die 
zielgerichtet auf einen Defektort hin ausgelfiste Chemotaxis bestimmter Zielzellen auch als 
"Rekrutierung" bezeichnet. 

Die Aminos&uresequenzen aller Chemokine sind ahnlich und durch eine unveranderliche An- 
ordnung von vier Cysteinen gekennzeichnet. Je nach Lage der ersten zwei Cysteine wird die 
Chemokinfamilie in vier Subfamilien unterteilt: CC-, CXC-, CX 3 C- und C-Chemokine, wobei 
die Vertreter der C-Subfamilie nur zwei Cysteine aufweisen (siehe Tabelle 1 unten). Eine 
detailliertere Darstellung findet sich in Murphy et al. (2000) ^International union of pharma- 
' cology. XXII. Nomenclature of chemokine receptors," Pharmacol Rev 52 :145-176, die hierin 
durch Bezugnahme aufgenommen ist. Im Folgenden wird zur Bezeichnung von bevorzugten, 
erfindirngsgemSB zu verwendenden Chemokinen die von Murphy et al. dargestellte Nomen- 
klatur herangezogen. Die Chemokine selbst werden als CCL, CXCL, CX 3 CL und XCL be- 
zeichnet. Dabei steht "L" ftir Ligand. Neben den Nomenklaturnamen werden in der Literatur 
haufig auch Trivialnamen benutzt. 

Die Chemokine und ihre Rezeptoren werden von einer groBen Zahl hamatopoietischer und 
nicht hamatopoietischer Zellen exprimiert. Die Chemokinaktivitat wird durch die Bindung an . 
einen spezifischen G-Protein gekoppelten Rezeptor initiiert. Obwohl die meisten Untersu- 
chungeh bezuglich der Wirkungsweise von Chemokinen bisher an Leukozyten durchgefiihrt 
wurden, erstreckt sich ihre Funktion weit ttber die Leukozytenphysiologie. 
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Chemokinrezeptoren sind klassifiziert als Rezeptoren fUr CCL, CXCL, CX 3 CL und XCL und 
werden systematise!! mit CCR, CXCR, CX 3 CR und XCR bezeichnet (, ,R" steht ftir Rezeptor) 
(siehe Tabelle 1 unten). Einige von ihnen kOnnen mehrere Chemokine einer Subfamilie bin- 
den. Die AminosSuresequenzen der Chemokinrezeptoren sind untereinander zu 25-80% iden- 
tisch und zu 25% identisch mit vielen anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren [Murphy et 
al. (2000) „ International union of pharmacology. XXII. Nomenclature of chemokinfe recep- 
tors." Pharmacol Rev 52 : 145-176]. 

Der N-Terminus befindet sich auf der extrazellulfiren Seite der Membran und ist meistens 
glykolysiert, wShrend sich der C-Terminus auf der zytoplasmatischen Seite befindet und 
phosphoryliert ist. Drei extrazellulSre Schleifen wechseln sich mit drei intrazellularen ab und 
verbinden sieben hydrophobe transmembrane DomSnen. Ein Zweistufenmodel filr die Re- 
zeptoraktivierung wurde entwickelt: Die Chemokinbindung an den Rezeptor filhrt zuerst zu 
einer KonformationsSnderung des Chemokins und daraufhin folgt die Aktivierung des Re- 
zeptors durch den N-Terminus des Chemokins. Dabei wird an die a-Untereinheit des G- 
Proteins gebundenes GDP durch GTP ausgetauscht. Das G-Protein dissoziiert vom Rezeptor 
ab und I6st im zytoplasmatischen Raum eine Kaskade biochemischer Reaktionen aus. 

CC- und CXC-Rezeptoren wurden bei Monozyten, Lymphozyten, basophilen und eosino- 
philen Granulozyten sowie Chondrozyten nachgewiesen. Zur CC-Chemokinrezeptorfamilie 
gehOren elf CC-Rezeptoren (CCR1-CCR1 1). Sie weisen sieben charakteristische Sequenzab- 
schnitte auf, die sie von den 6 Rezeptoren der CXCR-Familie (CXCR1 -CXCR6) unterschei- 
den. 
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Tabelle 1: Humane Chemokinrezeptoren und ihre Liganden 



Chemokinrezeptor 


Cbemokln-Llgand ! 






CCR1 


CCL3, CCM, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13, CCL14a, CCL14b, CCL15, 
CCL16, CCL23 


CCR2 


***** 0%. ** V ** ***** /"» ***** 1 

CCL2, CCL7, CCL8, CCL13 




CCL5 CCL7 CCL8 CCL11 CCL13. CCL14. CCL15. CCL24, CCL26 


CCR4 


CCL3. CCL5. CCL17. CCL22 


CCR5 


CCL3, CCL4, CCL5, CCL8. CCL11. CCL13, CCL14 


CCR6 


CCL20 


CCR7 


***** * ** ***** /% * 

CCL19, CCL21 


PCR8 


CCL1 CCL16 


CCR9 


CCL25 


CCR10 


CCL27, CCL28 


ccru 


CCL2, CCL8, CCL13, CCL19, CCL21, 






CXCRl 


CXCL5, CXCL6, CXCL8 


CXCR2 


CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL7, CXCL8 


CXCR3 


CXCL9, CXCL10, CXCL11 


CXCR4 


CXCL12 


CXCR5 


CXCL13 


CXCR6 


CXCL16 






XCR1 


XCL1, XCL2 


CX3CR1 


CX3CL1 



Die Erfinder haben in ihren Untersuchungen eine Abstufung der Expression der verschiede- 
nen Chemokinrezeptoren auf mesenchymalen Zellen festgestellt. In der unten gegebenen 
Tabelle 3 ist diese Abstufung dargestellt. Hieraus ergibt sich wiederum der bevorzugte Ein- 
satz der an die am haufigsten exprimierten Rezeptoren bindenden Chemokine im Rahmen 
der erfindungsgemaflen Verwendung. 

Bevorzugt verwendet man die Chemokine der Nummern 1-39, vorzugsweise der Nummern 1- 
18, und besonders bevorzugt der Nummern 1-8 aus Tabelle 4. Diese kSnnen in Form der 
Chemokine, von deren Fragmenten und oder Derivaten aber auch in Form von einer ein Che- 
mokin kodierenden Nucleinsaure (beispielsweise DNA, cDNA, RNA, ssDNA) verwendet 
werden. Unter einem Fragment eines Chemokins wird erfindungsgemaB ein Peptid verstan- 
den, das eine Teilsequenz der Aminosauresequenz des Chemokins umfasst. Unter einem De- 
rivat eines Chemokins wird erfindungsgemaB ein Peptid oder Protein verstanden mit einer 
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Aminos&uresequenz, die sich durch Deletion, Substitution, Addition oder Punktmutation von 
der Aminosauresequenz eines Chemokins ableitet. Wesentlich fttr geeignete Fragmente 
und/oder Derivate ist der Erhalt der Bindungsfahigkeit an den Chemokinrezeptor sowie vor- 
zugsweise auch der Bindungsspezifizitat. 

Zur diagnostischen und/oder therapeutischen Verwendung wird eine das Chemokin und/ oder 
eine das Chemokin kodierende Nucleinsaure enthaltende pharmazeutische Zubereitung nach 
herkOmmlichen Verfahren hergestellt. Vorzugsweise ist die pharmazeutische Zubereitung zur 
Injektion bestimmt. Geeignete Verfahren zur Herstellung von Proteinen und Nucleinsauren 
enthaltenden pharmazeutischen Zubereitungen sowie hierfiir geeignete Hilfsstoffe sind be- 
kannt und sollen hier nicht beschrieben werden. Das Design einer solchen Zubereitung liegt 
im KOnnen des Fachmanns. Geeignet sind beispielsweise InjektionslSsungen, Fibrinkleber, 
Substrate zu Transplantation, Matrices, Gewebe-Patches oder Nahtmaterialien. 

Die Zubereitung wird nun zur Anwendung in den Gewebsdefekt wie einen Knochen- oder 
Knorpeldefekt eingebracht vorzugsweise mittels Injektion, eines Fibrinklebers, eines Sub- 
strats, einer Matrix oder eines Patches. Geeignete Substrate sind beispielsweise aus der DE 
199 57 388 bekannt, die hierin durch Bezugnahme aufgenommen wird. Zur Anlockung von 
mesenchymalen Vorlaufer- und/oder Stammzellen kann eine Verbindung zum Knochen- 
marksraum geschaffen werden. Nach Einwanderung der mesenchymalen Zellen in den Kno- 
chen- oder Knorpeldefekt bauen diese Zellen im Defekt ein den Defekt ausfilllendes und sta- 
bilisierendes Regeneratgewebe auf. Durch Zumischen von die Osteogenese oder Chondroge- 
nese fbrdemden Wachstums- und Differenzierungsfaktoren kanri der Aufbau des knochernen 
oder knorpeligen Regeneratgewebes untersttttzt werden. 

Die Erfindung betrifft somit bevorzugt die Verwendung von Chemokinen zur Herstellung von 
pharmazeutischen Zubereitungen zum Rekrutieren von ortsstSndigen mesenchymalen Voriau- 
ferzellen aus dem Knochenmark zur Regeneration von krankhaften oder traumatischen Ge- 
lenkdefekten, vorwiegend bei Arthrose. 
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Mesenchymale Voriauferzellen und Stammzellen im Sinne der vorliegenden Erfindung sind 
Zellen, welche die Eigenschaft besit2en, sich in ein oder auch mehrere mesenchymale Gewe- 
be zu entwickeln. Als Beispiele sein genannt: Knorpel mit Chondrocyten, Knochen mit Oste- 
ocyten, Sehnen mit Tenocyten, Bander mit Tenocyten, Herzmuskel mit Cardiomyocyten, 
Bindegewebe mit Fibroblasten, fibroses Gewebe mit fibroblastoiden Zellen, neuronales Ge- 
webe mit Astrozyten und Neuronen. Es kann sich bei den Voriauferzellen also um Voriaufer- 
zellen von Chondrozyten, Osteocyten, Tenocyten, Cardiomyocyten, Fibroblasten, fibroblasti- 
sche Zellen, Astrozyten oder Neurone handeln. Beispielsweise kann es sich also bei den Vor- 
iauferzellen um Vorlauferzellen/Stammzellen von Knorpelzellen handeln, die sich aus- 
schlieBlich zu Knorpelzellen entwickeln, oder auch um Voriauferzellen, die die Fahigkeit be- 
sitzen, sich in Knorpel- und Knochenzellen zu entwickeln, oder auch um Voriauferzellen, die 
die Fahigkeit besitzen, sich in ausschlieBlich in Knochenzellen zu entwickeln. 

Wahrend der Anwendung werden die mesenchymalen Voriauferzellen durch die in der Zube- 
reitung enthaltenen Chemokine aus dem umliegenden gelenksnahen Gewebe, bevorzugt aus 
dem Knochenmark, "angelockt" und zum Defektort dirigiert. Dort verbleiben die mesenchy- 
malen Voriauferzellen und bilden im Knochendefekt ein knOchernes und im Knorpeldefekt 
ein knorpeliges Regeneratgewebe aus. Ein ahnliches Anlocken kann selbstredend auch in 
vitro zur Kultivierung entsprechender Zellen bspw. aus Biopsien genutzt werden. 

Die Erfindung betrifft in einer bevorzugten AusfUhrungsform die Verwendung von Chemoki- 
nen zum Rekrutieren von mesenchymalen Stammzellen. Mesenchymale Stammzellen im Sin- 
ne der vorliegenden Erfindung sind mesenchymale Voriauferzellen, welche die Fahigkeit be- 
sitzen sich in mehrere, wenigstens in zwei verschiedene mesenchymale Gewebe zu entwi- 
ckeln. 

In einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung die Ver- 
wendung von Chemokinen zum Rekrutieren von mesenchymalen Voriaufer- oder Stammzel- 
len aus dem Knochenmark. Hierzu werden arthroskopisch kleine Kanale vom Defektort des 
Knorpels in das dem Knorpel unterliegende Knochengewebe gebohrt, so daB eine Verbindung 
zwischen Defektort und Knochenmark entsteht Das Einbringen von Chemokinen in den De- 
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fekt sorgt far ein Anlocken von mesenchymalen Voriaufer- oder Stammzellen, welche sich im 
Defekt ansiedeln und dort ein den Defekt verschliefiendes Regeneratgewebe ausbilden. 

Altemativ kann die Verwendung von ein Chemokin kodierenden Nucleinsfturen vorgesehen 
sein. Vorteilhaft ist hier das Einbringen von RNA, DNA, cDNA oder ssDNA, welche von 
ortsstflndigen Zellen aufgenommen, abgelesen und als reifes Protein ausgeschtlttet werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausftthrungsform werden die zur Rekrutierung von mes- 
enchymal Voriauferzellen verwendeten Chemokine mit biologisch abbaubaren Polymeren 
oder Biomaterialien gemischt. Biologisch abbaubare Polymere im Sinne der Erfindung sind 
diejenigen, vorzugsweise drei-dimensionalen Polymerstrukturen, welche auf Zellen keine 
toxischen Einfltlsse ausilben, keine Immunreaktion hervorrufen und den Gewebeaufbau von 
Knorpel oder Knochen f&rdern. Das Einbringen von biologisch abbaubaren Polymeren mit 
Chemokinen in den zu schlie&enden Defekt fUhrt zum Anlocken von mesenchymalen Voriau- 
ferzellen, welche direkt in das Polymergewebe einwandern und dort eine drei-dimensionale 
Polymerstruktur zur optimalen Gewebereifimg in Knorpel oder Knochen vorfinden. Beispiele 
filr solche Polymere oder Biomaterialien sind Polylactid, Polyglycolid, Poly(lactid-glycolid), 
Polylysin, Polycaprolacton, Alginat, Agarose, Fibrin, Hyaluronsaure, Polysaccharide, Cellu- 
lose, Kollagene und Hydroxylappatit. 

Die Chemokine kfinnen auch gemeinsam mit Wachstums- und Differenzierungsfaktoren in 
derselben (oder auch in getrennten Zubereitungen verabreicht) verwendet werden. Ganz be- 
sonders bevorzugt ist die gemeinsame Verwendung von Chemokin, Polymer und Wachstums- 
und Differenzierungsfaktoren. Das Einbringen solch eines Gemisches in den Defekt birgt den 
Vorteil, daB die angelockten mesenchymalen Voriauferzellen neben der optimalen, die Gewe- 
bereifimg berjeits fSrdernden Polymerstruktur noch zusatzlich diirch Wachstums- und Diffe- 
renzierungsfaktoren zur Gewebereifung angeregt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindimg die Verwendung 
von Chemokinen zusammen mit Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die die Knorpel- 
reifung induzieren. Die Knorpelreifung induzierende Faktoren im Siime der hier vorliegenden 
Erfindung sind Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die entwicklungsbiologisch eine 
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Vorl&uferzelle zur Differenzierung und Reifung in einen chondrozytSbren Zelltyp oder eine 
reife Knorpelzelle zur Produktion von Knorpelmatrix anregen. Vorteilhaft ist hierbei die 
Verwendung von Mitgliedem der Familie der cartilage derived morphogenetic proteins 
(CDMP) und bone morphogenetic porteins (BMP), aber auch von Insulin. 

In einer weiteren bevorzugten Ausftthrungsform betrifft die vorliegende Erfindung die Ver- 
wendung von Chemokinen zusammen mit Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die die 
Knochenreifung induzieren. Die Knochenreifung induzierende Faktoren im Sinne der hier 
vorliegenden Erfindung sind Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die entwicklungs- 
biologisch eine Voriauferzelle zur Differenzierung und Reifung in einen knOchernen Zelltyp 
oder eine reife Knochenzelle zur Produktion von Knochenmatrix anregen. Vorteilhaft ist hier- 
bei die Verwendung von Mitgliedem der Familie der bone morphogenetic porteins (BMP), 
besonders bevorzugt die Mitglieder BMP-2 und BMP-7. 

Die Erfindung soli anhand der folgenden Beispiele veranschaulicht werden. Diese sollen je- 
doch die Erfindung nicht einschranken. 

Beispiele 

Beispiel 1 

Isolierung und Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen 

Die Isolierung humaner mesenchymaler Stammzellen (MSG) wurde nach einem bereits be- 
schriebenen Protokoll zur Gewinnung von MSC aus dem Knochenmark wie folgt durchge- 
fiihrt: 

Maximal 3 ml Knochenmarkspunktat werden mit 10 ml PBS gemischt und fttr 10 Min. und 
310 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wird resuspendiert und emeut mit 
PBS (8000mgfl NaCl, 200mg/l KC1, 1 150mg/l Na 2 HP0 4 , 200mg/l KH 2 P0 4 ) gewaschen. Die 
Zellen werden in 20 ml DME-Medium (mit 10-20% FBS, 2% HEPES, 4 mM L-Glutamin, 
100 U/ml Penicillin, 100 ^g/ml Streptomycin) aufgenommen. Je 5 ml dieser Zellsuspension 
werden auf 20 ml eines Percoll-Dichtegradienten der Dichte 1,073 g/ml gegeben. Die Zellen 
werden bei 900 g fUr 32 Min. zentrifugiert. 
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Die obere Phase wird in ein neues ZentrifugenrOhrchen uberftthrt. Nach Zugabe des 2,5- 
fachen Volumens PBS erfolgt emeut eine Zentrifugation bei 310 g fur 6 Minuten. Das Zell- 
pellet wird in DME-Medium aufgenommen. 

1,5*10 5 -3,5*10 5 Zellen/cm 2 werden zur Kultur in eine Zellkulturflasche geben und bei 37°C, 
5% C0 2 in DME-Medium (Biochrom AG, Berlin, Katalog Nr. FG0415, Dulbeccos Modifi- 
ziertes Eagle Medium mit 3,7g/l NaHC03, l,0g/L D-Glucose) inkubiert. Der erste Medium- 
wechsel erfolgt nach 72 Stunden, dann alle 3-4 Tage. Die so isoUerten Zellen wachsen nach 2- 
3 Wochen konfluent.und werden dann mittels Trypsinieren in einer Zelldichte von 6.000 Zel- 
len/cm 2 Kulturoberflache in ein neues KulturgefaB tiberfuhrt (Passage 1). Nach circa einer 
Woche werden die Zellen emeut trypsinisiert (Passage 2). 

Die Homogenitat der erhaltenen Kultur humaner mesenchymaler Stammzellen wird mittels 
FACS-Analyse verifiziert, wobei die Oberfl&chenantigene Endoglin und ALCAM nachzuwei- 
sen und die Oberflachenantigene CD34, CD 45 und CD 14 nicht nachzuweisen sind. Dies 
wurde bestatigt. 

Beispiel2 

Genexpressionsanalyse zum Nachweis der Chemokinrezeptoren 

Die isolierten, expandierten und uberprttften humanen mesehchymalen Stammzellen expri- 
mieren Chemokinrezeptoren. Dies wurde mittels RT-PCR bei mehreren humanen Patienten 
(n=3) wie folgt nachgewiesen: 

a. Isolation der Gesamt-RNA 

Fiir das Isolieren der Gesamt-RNA wird Tri Reagent LS™ eingesetzt. Die MSC werden bis 
zur Konfluenz kultiviert. Nach Verwerfen des Zellkultumiediums wird zur Lyse der Zellen 
der Zellrasen mit 0,4 ml Tri Reagent LS™ pro 10 cm 2 Wachstumsflache uberschichtet. Das 
Lysat wird in ein steriles Reaktionsgefafi uberfuhrt und filr 5 Minuten bei Raumtemperatur 
(RT) inkubiert. Das Lysat wird mit 0,1 ml Brom-Chlor-Propan (BCP) pro 0,75 ml Tri Rea- 
gent LS™ versetzt, fur 15 Sekunden geschattelt und fur 10 Minuten bei RT inkubiert. Eine 
anschliefiende Zentrifugation fur 15 Minuten bei 4°C und 12000 g fUhrt zur Phasentrennung. 
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Die wassrige Phase ist in 200 ul Aliquots abzunehmen und in ein ReaktionsgefaB zu tiberftth- 
ren . Die RNA-Losung wird mit 0,5 ml Isopropanol pro 0,75 ml Tri Reagent LS™ versetzt 
und filr mindestens 7 Minuten bei -20°C belassen. Die gefUllte RNA wird durch Zentrifugati- 
on filr 8 Minuten bei 4°C und 12000 g pelletiert. Das resultierende RNA-Pellet ist mit 70% 
EtOH zu waschen, an der Luflt zu trocknen und in 20 ul DEPC-H 2 0 aufzunehmen. Zur Lo- 
sung des Pellets wird es filr 10 Minuten auf 55°C erhitzt. Der Gehalt an isolierter Gesarot- 
RNA wird durch eine photometrische Messung bestimmt. 

h. cDNA-Svnthese: 

Zur cDNA-Synthese werden 5 ug GesamtrRNA in 10 ul DEPC-H 2 0 eingesetzt und mit 1 ul 
01igo-(dT)12-l 8 Primem (je einem upper und einem lower Primer wie in Tabelle 2 angege- 
ben) versetzt, urn filr 10 Min. bei 70°C denaturiert zu werden. Nach der Denaturierung wird 
der Reaktionsansatz auf Eis gelagert und mit 4ul 5x Puffer (0,25 M Tris/HCl, pH 8,3; 0,375 
M KC1; 15 mM MgCl 2 ), 2 ^il 0,1 M DTT, 1 ul dNTP Oe 10 mM) und 0,4 ul RNase Inhibitor 
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 2 Min. bei 37°C wird der Reaktionsansatz mit 1 ul 
Superscript™ Rerverser Transkriptase versehen, um filr weitere 60 Minuten bei 37°C inku- 
biert zu werden. Nach der Zugabe von 40 ul TE (10/1, pH 7,8) wird das Enzym filr 10 Min. 
bei 92°C inaktiviert. Ftir die RT-PCR Reaktionen werden 2,0 ul cDNA eingesetzt. 

Als Standard werden pro PCR-Reaktion 1 ul cDNA eingesetzt. Zu der cDNA werden in ei- 
nem PCR-ReaktionsgefaB 2 ul 10x PCR-Puffer, 2 ul 25 mM MgCl 2 , 0,2 ul 10 mM dNTPs, 1 
Ul 5 nM Primer (Tabelle 2) und 0,5 U Taq DNA Polymerase gegeben und mit H 2 0 auf ein 
Endvolumen von 20 ul aufgefllllt. Ein Standardreaktionszyklus geht von einer Denaturierung 
bei 95°C fiir 1 Min., einer Hybridisierung der Primer bei einer fur die Primer spezifischen 
Temperatur (J m ) filr 15 Sek. und einer DNA-Synthesereaktion bei 72°C fiir 15 Sek. aus. Die- 
ser Zyklus wird insgesamt 35 mal wiederholt. AbschlieBend laBt man den Ansatz fur 3 Min. 
bei 72°C. Die PCR-Produkte werden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die DNA- 
Fragmente wurden aus dem Gel eluiert und in den Vektor pGEM-T Easy (Promega) kloniert. 
Nach Amplifizieren in E. coU wurde das entsprechende Plasmid isoUert und zum Nachweis, 
daB mittels der in Tabelle 2 verwendeten Oligonukleotide die korrespondierenden Chemokin- 
rezeptoren amplifiziert wurden, sequenziert und durch Vergleich mit der bekannten Sequenz 
bestaugt. 
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Tabelle 2: Oligonukleotide zum Nachweis der Expression humaner Chemokinrezeptoren 



Rezeptor 


Identifier 
EMBL Nucleotide 
Sequence Database 


Ampllflkatlfinge (Ba- < 
senpaare) 


Dllgonukleotidsequenz (S % > 3') 


ccrl upper 1 


sM 001295 


129 < 


JAuVyLAA 1 v-AVJ 1 AVJ Va- AvJV*A 1 ^ 1 


ccrl lower 


NM 001295 






ccr2 upper 1 


NM 000047 


1 /J 


rTPTrTn A A OTA AfSPA A AfJAp 


ccr2 lower 


kTXjff AAA<>f*7 

NM 0UUO4/ 




1 VJ 1 VJkJ wV* 1 VjAAAVJ 1 S\VJ 


ccr3 upper 


NM 17o3/y 


1 Aft 


nnPAnATAPATPPPATTPPTTP 
O VJ V^/\VJ/\ 1 /\V-*x\ 1 \J\*\**J\ 1 1 VAw 1 IVy 


ccr3 lower 


NM 1 folly 




P3PiTT r r/*^P v n*(^ A TfTfY "WC*C¥TC\ " " 1 " 1 1 

VJVJ 1 1 VJV* 1 X 1L1 V-'V-' 1 X VJVJ 1 VA** 1 1 


ccr4 upper 


VOC*7A A 

X85740 


91 


o a pipipjpip'r v n * i " i , T , Pi^m( r%^ ^p , 


ccr4 lower 


Ao5 /4U 




n A TnOTfrf? A CTCiCCYTCYT a a o at 

V*/\ 1 VJVJ 1 VJVJ/W-» JL Uv^VJ 1 VJ X AAUA A 


ccr5 upper 


XTKif AAAC*7Q 

NM 0U05/y 


lOv 


a nr? a rrP?n a oht a ttpot a Ann 

/\VJVJ/\VJVJVJ/\VJVJ 1 Al 1 vVJ 1 


ccr5 lower 


NM 000579 




, 1 \^r\J\\J VJVJ 1 1 1 A V>v_*/VrV iVlu 


ccr6 upper 


XTK Jt AO 1 A AO 

NM_031409 


oO 


T^nTTAPArtPAPA A A ATnATfifi 

1 VJVJ 1 1 AvAUV»Aw\/VfiA 1 VJ/\ A VJVJ 


ccr6 lower 


■V TV r AO 1 A Aft 

NM 031409 




TTnPPTA A A A TT2 A flTd A TnT(TTTn 
1 1 VJvA^ 1 AAAA 1 VJ/VvJ 1 vJA 1 VJ 1 VJ 1 1 VJ 


ccr7 upper 


NM 001838 


194 


(jCCGCCvTTAAAAvjCAwVU 1 LA 1 Uv> 


ccr7 lower 


NMJ)01838 




TTCCCTTQTCCTCTCCTCCCATCC 


ccr8 upper 


NMJ)05201 


198 


TGCAGCCAAATCTTCAACTACC 


ccr8 lower 


NMJW5201 




AAACCITTCACACCCACACCTT 


ccr9 upper 


NMJJ31200 


151 


AGCCTTGGCCCTGTTGTA 


ccr9 lower 


NM 031200 




TGCCCATATCTGCTCACTGTA 


ccrlO upper 


NM 016602 


118 


GCCCCGCCTTTCTTCCTGCTCA 


ccrlO lower 


NMJ)16602 




CCACCTACTCCCCTTTCCCACGAC 


ccrll upper 


NMJU6557 


90 


CTCTGCCrrrrGCTTGGATACATA 


ccrll lower . 


NM 016557 




CACGGCGTCTGAGATTTGAGTT 


cxcrl upper 


NM 000634 


177 


CCGTGCTTGTCCCTGTGG 


cxcrl lower 


NM 000634 




CTGTGCCTCAAGAGACTGTTC 


cxcr2 upper 


NM 001557 


146 


AGTTTATGATTCCACCTACA 


cxcr2 lower 


NM 001557 




TTCAACATCCTAAACATAAA 


cxcr3 upper 


NM_001504 


140 


GTGGCCGAGAAAGCAGGGTAGACG 


cxcr3 lower 


NM 001504 




CAGGCGCAAGAGCAGCATCCACAT 


cxcr4 upper 


NM 003467 


141 


GATCCCTGCCCTCCTGCTGACTAT 


cxcr4 lower 


NM 003467 




AGGCCAACCATGATGTGCTGAAAC 


cxcr5 upper 


NMJ)32966 


170 


CCGGATCCTGGGTGGTCTG 


cxcr5 lower 


NM 032966 




CCGCCGGGTTTGATTGAT 


cxcr6 upper 


NM 006564 


119 


GACTTTCCTTCCTCCATCTCCA 


cxcr6 lower 


NM 006564 




GGCCGTGCTCACCTCTTCA 


Cx3cr upper 


NM 001337 


169 


TAGGCCAAGTTTGTATCAGGTG 


Cx3cr lower 


NM 001337 




GTGTGGCATTTGTTTTGTGTAA j 


xcr upper 


NM 005283 


181 


AGCTCATCTTCGCCATCGTG 


xcr lower 


NM 005283 




ACCGGGTTAAAGCAGCAGTG 
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Die filr mehrere Patienten (n=3) durchgefUhrten Expressionsanalysen von humanen mesen- 
chymal Stammzellen aus dem Knochenmark im Hinblick auf die Prftsenz von humanen 
Chemokinrezeptoren (Abbildung 1) ergaben eine hohe Expression der Rezeptoren 1-9, eine 
mittlere Expression der Rezeptoren 10-17 und eine schwache Expression der Rezeptoren 18- 
19(TabeIle 3). 

Tabelle 3: Expression und Expressionsniveau von Chemokinrezeptoren in humanen mesen- 



chymalen Stammzellen 



Reiheofolge 

Expressions- 

hdhe 


Rezeptor 


Liganden 


1 


CCR7 • 


CCL19,CCL21 


2 


CCR10 


CCL27, CCL28 


3 


CCR6 


CCL20 


4 


CXCR3 


CXCL9, CXCL10, CXCLi 1 


5 


CXCR6 


CXCL16 


6 


CXCR5 


CXCL13 1 


7 


CXCR1 


CXCL5, CXCL6, CXCL8 


8 


CXCR4 


CXCL12 


9 


CCR11 


CCL2, CCL8, CCL13, CCL19, CCL21, CCL25 


10 


CCR1 


CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13, CCL14a, 
CCL1 4b, CCL1 5, CCL1 6, CCL23 


11 


CCR9 


CCL25 


12 


CX3CR 


CX3CL1 


13 


XCR 


XCL1.XCL2 


14 


CCR8 


CCL1,CCL16 


15 • 


CCR4 


CCL3, CCL5, CCL17, CCL22 


16 


CCR5 


CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL1 1, CCL13, CCL14 


17 


CCR3 


CCL5, CCL7, CCL8, CCL1 1, CCL13, CCL14, CCL15, 
CCL24, CCL26 


18 


CXCR2 


CXCLI, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL7, CXCL8 


19 


CCR2 


CCL2, CCL7, CCL8, CCL13 



Die differierenden Expressionshohen legen Nahe, daB hierbei die Liganden der am hOchsten 
exprimierten Rezeptoren diejenigen Chemokine sind, auf welche die mesenchymalen Stamm- 
zellen am Starksten ansprechen und wandem. Mit abnehmendem Expressionsniveau sinkt die 
Wahrscheinlichkeit, daB die Stammzellen auf das dem Chemokinrezeptor korrespondierende 
Chemokine chemotaktisch reagieren und wandem. Hiervon ausgehend ergibt sich, daB sich 
humane mesenchymal Stammzellen am Starksten durch Stimulieren mit Chemokin-Nr. 1, 
abnehmend zu Chemokin-Nr. 39 der Tabelle 4, aktivieren und in situ rekrutieren lassen. 
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Tabelle 4: Chemokine zur in situ Rekrutierung von mesenchymalen Voriauferzellen 



Nr 


f hpnrinltln 

VoUwlllUIUU 


Referenzsequenz 

(EMBL 

Nucleotide 

Sequence 

Database) 


Trivial- 
name 




Nr. 


Chemokln 


Referenzsequenz 

(EMBL 

Nucleotide 

Sequence 

Database) 


Trlvialname 


1 
i 


CCL19 


NM 006274 


MIP-30 




21 


CCL14 


NM 004166 


HCC-1 


m 


CCL21 


NM 002989 


6Ckine 




22 


CCLl 5 


NM 004167 


HCC-2 




CCL27 


NM 006664 


CTACK 




23 


CCLl 6 


NM 004590 


HCC-4 


1 4 


CCL28 


NM 148672 


MEC 




24 


CCL23 


NM 005064 


MPIF-1 


5 


CCL20 


NM 004591 


MIP-3a 




25 


CCL25 


NM 005624 


TECK 


6 


CXCL9 


NM 002416 


Mig 




26 1 


CX3CL1 


NM 002996 


Fractalkine 


7 


CXCL10 


NM 001565 


HMO 




27 


XCL1 


NM 002995 


Lymphotac- 
tin 


8 


CXCL11 


NM 005409 


I-TAC 




28 


XCL2 


NM 003175 


o wivi- 1 a 


9 


CXCL16 


NM 022059 






29 


CCLl 


NM 002981 


10V7 


10 


CXCL13 


NM 006419 


BCA-1 




30 


CCLl 7 


NM 002987 




11 


CXCL5 


NM 002994 






31 


CCL22 


NM 002990 


MDC 


12 


CXCL6 


NM 002993 


GCP-2 




32 


CCL11 


NM 002986 


Eotaxin 


13 


CXCL8 


NM 000584 


1L-8 




33 


CCL24 


NM 002991 


Eotaxin-2 


14 


CXCL12 


NM 000609 


SDF-la 




34 


CCL26 


NM 006072 


Eotaxin-3 


15 


CCL3 


NM 002983 


MlP-la 




35 


CXCL1 


NM 001511 


GROa 


16 


CCL4 


NM 002984 


MIP-1B 




36 


CXCL2 


NM 002089 


GROB 


17 


CCL5 


NM 002985 


RANTES 




37 


CXCL3 


NM 002090 


GROy 


18 


CCL7 


NM 006273 


MCP-3 




38 


CXCL7 


NM 002704 


MAP-2 


19 


CCL8 


NM 005623 


MCP-2 




39 


CCL2 


NM 002982 


MCP-1 


20 


CCL13 


NM 005408 


MCP-4 













Beispiel 3 

Zur Behandlung einer ausgepragt arthrotisch deformierten GelenkoberflSche werden zunSchst 
durch multiple feine Bohrungen (1-2 mm) kleine VerbindungskanSle zwischen dem Kno- 
chenmarksraum und der Gelenkshfihle hergestellt Darauf folgend wird ein wolleartiges Po- 
lymerkonstrukt (Polyglykolid), kombiniert mit HyaluronsJiure und chemotaktische wirkenden 
Chemokin (CCLl 9), mit Fibrin- oder Acrylkleber ttber die GelenkflSche geklebt und ange- 
passt. 

Beispiel 4: 

Zur Behandlung der Gelenkflache aus Beispiel 3 mit einer DefektgrOBe von 6 cm 2 wird nach 
Herstellung derOffiiungen in den Markraum 1 .2 ml Fibrinkleber mit 1000 ng Wachstums- 
faktor (cartilage derived morphogenetic protein) und 2000 ng Chemokin (CXCL9) in den 
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Knorpeldefekt eingebracht und durch die gleichzeitige Zugabe von 100 ^1 Thrombin verfes- 
tigt. 

Beispiel 5 

Chemotaktische Aktivitat des Chemokins CXCL12 (SDF-la) auf mesenchymale Stammzel- 
len des Knochenmarks D 

Die isolierten, expandierten und ttberprttften humanen mesenchymalen Stammzellen zeigen 
eine dosisabhSngige chemotaktische Aktivitat gegenttber dem Chemokin CXCL12 (SDF-la). 
Dies wurde mittels eines 96-Multiwell Chemotaxis Tests nachgewiesen. Die hierin verwen- 
deten 96-Multiwell Chemotaxis Platten bestehen aus einem oberen und einem unteren Teil 
einer Vertiefung (Well), die durch eine permeable Polycarbonatmembran (Porendurchmesser 
8jim) getrennt werden. Das im unteren Teil eingebrachte CXCL12 erzeugt ttber die Membran 
einen Konzentrationsgradienten, aktivierte Zellen aus dem oberen Teil der Vertiefung bzw. 
des Wells migrieren in die Membran und in den unteren Teil der Vertiefung (des Wells). Der 
Nachweis erfoigt wie folgt: 

Die Zellen werden zunachst in normalem DMEM Kultunnedium kultiviert Etwa 22 Stunden 
vor dem Test wird das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und bis zum 
Test in serumfreiem Diatmedium (DME-Medium, enthalt 1,0 g/1 Glucose, 0,2% bovinesr Se- 
rumalbumin, 2 mM L-Gliitamin; 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin) gehalten. Di- 
rekt vor Beginn des Tests werden die Zellen trypsiniert, die Zellzahl und Vitaiitat bestimmt 
und emeut in Diatmedium aufgenommen. Es werden 3xl0 4 Zellen in 40 \il Diatmedium pro 
oberer Vertiefung (oberem Well) einer 96-Wellplatte eingesetzt. 

Zur Bestimmung der dosisabhSngigen chemotaktischen Aktivitat von CXCL12 (SDF-la) 
wird dies in verschiedenen Konzentrationen (1-500 nM) zum Diatmedium gegeben und 35 (il 
dieses Mediums als Triplet in das untere Well gegeben. Als Kontrollansatze werden zum 
einen 3xl0 4 Zellen in 40 pi Diatmedium pro oberen Well und 30 \d serumhaltiges Kulturme- 
dium ohne Chemokin im unteren Well (Positivkontrolle) und zum anderen 3xl0 4 Zellen in 40 
Hi Diatmedium pro oberen Well und 30 p.1 Diatmedium ohne Chemokin im unteren Well 
(Negativkontrolle) eingesetzt. Die 96-Well Chemotaxis Platten werden fiir 20 Stunden bei 
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37°C unter 5% C02 AtmosphSre inkubiert. Die Oberseite des Filters (riicht migrierte Seite) 
wird abgewischt, urn die nicht migrierten Zellen zu entfemen. Die Zellen auf der Unterseite 
des Filters (migrierte Zellen) werden filr 3 min. mit eiskaltem Ethanol/Aceton (1:1 v/v) fixiert 
und mit dem Schnellfirbesystem Hemacolor® der Firma Merck angefitrbt. Die Membran 
wird feucht gehalten und drei reprMsentative Fotofelder pro Well ausgezflhlt. Vorher wird bei 
geringerer VergrOSerung die Verteilung der Zellen in dem jeweiligen Well beurteilt. 

Diese Untersuchungen von humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark im 
Hinblick auf die chemotaktische Aktivitat von CXCL12 (SDF-la) ergaben als einen dosis- 
abhangigen Effekt dieses Chemokins auf humane mesenchymalen Stammzellen . Dies ist in 
Fig. 2 gezeigt. Die hochste gemessene Antwort der Zellen wurde bei einer Konzentration 
von etwa 500 nM gemessen. Ab einer Konzentration von etwas unter 100 nM entspricht die 
Zahl gewanderter Zellen etwa der Zahl in der Negativkontrolle gewanderter Zellen. Dies 
belegt die erfindungsgemafie Rekrutierungswirkung von Chemokinen auf mesenchymale 
Vorl&uferzellen des Knochenmarks in signifikanter Weise. 
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Patentanspruche: 

1 . Verwendung eines Chemokins und/oder einer ein Chemokin kodierenden Nucleinsau- 
re zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die pharmazeutische Zubereitung zur Rekrutie- 
rung mesenchymaler, vorzugsweise ortsstandiger mesenchymaler Vorlauferzellen 
und/oder Stammzellen zum Gewebsauibau bestimmt ist. 

3. Verwendung eines Chemokins und/oder einer ein Chemokin kodierenden Nucleinsau- 
re zur Rekrutierung mesenchymaler, vorzugsweise ortsstandiger mesenchymaler Vor- 
lauferzellen und/oder Stammzellen in vitro. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, 2 oder 3, worin das Chemokin ausgewahlt ist aus der. 
Gruppe, bestehend aus CCL19, CCL21, CCL27, CCL28, CCL20, CXCL9, CXCL10, 
CXCL1 1, CXCL16, CXCL13, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL12, CCL2, CCL8, 
CCL13, CCL25, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL14, CCL15, CCL16, CCL23, 
CX3CL1, XCL1, XCL2, CCL1, CCL17, CCL22, CCL11, CCL24, CCL26, CXCL1, 
CXCL2, CXCL3 und CXCL7. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, worin das Chemokin ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
bestehend aus CCL19, CCL21, CCL27, CCL28, CCL20, CXCL9, CXCL10, 
CXCL11, CXCL16, CXCL13, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL12, CCL2, CCL8, 
CCL13 und CCL25. 



6. 



Verwendung nach Anspruch 5, . worin das Chemokin ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
bestehend aus CCL19, CCL21, CCL27, CCL28, CCL20, CXCL9, CXCL10 und 
CXCL11. 



WO 2005/014027 



21 



PCT/EP2004/007581 



7. Verwendung nach einem der vorstehenden Ansprttche, worin eine Mischung von 
Chemokinen verwendet wird. 

8. Verwendung nach einem der vorstehenden Ansprttche, worin ein Chemokin-Fragment 
oder ein Chemokin-Derivat verwendet wird, das die Fahigkeit hat, an einen Chemo- 
kinrezeptor zu binden. 

9. Verwendung nach einem der vorstehenden Ansprttche, worin es sich urn ein natttrli- 
ches oder synthetisches Chemokin handelt. 

10. Verwendung nach Anspruch 1, worin die ein Chemokin kodierende NucleinsSure in 
Form von RNA, DNA, cDNA, oder ssDNA. 

1 1 . Verwendung nach Anspruch 1 , worin die ein Chemokin kodierende Nucleins&ure na- 
tttrlichen oder synthetischen Ursprungs ist. 

12. Verwendung nach einem der vorstehenden Ansprttche, worin die mesenchymalen 
Vorl&uferzellen mesenchymale Stammzellen sind, die vorzugsweise aus dem Kno- 
chenmark rekrutiert werden. 

13. Verwendung nach Anspruch 1 , worin die pharmazeutische Zubereitung in einer zur 
Injektion geeigneten Form vorliegt. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, worin die pharmazeutische Zubereitung zusatzlich 
enthalt: 

einen oder mehrere geeignete Hilfsstoffe, 

- ein oder mehrere biologisch abbaubare Polymere, 

- mindestens einen aktiven Wirkstoff , ausgewahlt unter Differenzierungs- und 
Wachstumsfaktoren sowie Mischungen davon, 

und Mischungen von 2 oder mehr derselben. 



WO 2005/014027 



22 



PCT/EP2004/007581 



15. Verwendung nach Anspruch 3 in Kombination mit einem aktiven Wirkstoff, ausge- 
wfihlt unter Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren sowie Mischungen davon. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei die DifFerenzierungs- und Wachstums- 
. faktoren die Chondrogenese oder die Osteogenese induzieren. 

17. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend ein wie in einem der Ansprtiche 4 bis 9 defi- 
niertes Chemokin. 

18. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine wie in einem der Ansprtiche 10 oder 1 1 
definierte NucleinsSure. 

19. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 17 oder 18, die zusitzlich enthalt: 

- einen oder mehrere geeignete Hilfsstoffe, 

- ein oder mehrere biologisch abbaubare Polymere, 

- mindestens einen aktiven Wirkstoff, ausgewahlt unter Differenzierungs- und 
Wachstumsfaktoren sowie Mischungen davon, 

und Mischungen von 2 oder mehr derselben. 



20. 



Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 17 oder 18, dife vorliegt in Form einer 
Injektionslosung, Fibrinkleber, eines Substrates zur Transplantation, einer Matrix, ei- 
nes Gewebe-Patches oder Nahtmaterial. 
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Figur 2 
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